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略 語 一 覧 
 
Ac : acetyl 
Az : azulene 
Boc : tert-butoxycarbonyl 
Cbz : benzyloxycarbonyl  
DABCO : 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane 
DBU : 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene 
DCE : 1,2-dichloroethane 
DEAD : diethyl azodicarboxylate 
DIPEA : N,N-diisopropylethylamine 
DMF : N,N-dimethylformamide 
DMSO : dimethyl sulfoxide 
EC50 : half maximal (50%) effective concentration 
EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 
ESI : electrospray ionization 
FG : functional group 
FRET : fluorescence resonance energy transfer 
IC50 : half maximal (50%) inhibitory concentration 
IL : ionic liquid 
IPTG : isopropyl--D-thiogalactopyranoside 
Kd : equilibrium dissociation constant 
Ki : inhibition constant 
LBD : ligand-binding domain 
LDA : lithium diisopropylamide 
LHMDS : lithium bis(trimethylsilyl)amide 
M. W. : microwave 
mRNA : messenger ribonucleic acid 
MS : mass spectrometry 
NMR : nuclear magnetic resonance 
PDB : protein data bank 
PPAR : peroxisome proliferator-activated receptor 
PPRE : PPAR response element 
PTSA : p-toluenesulfonic acid 
rt : room temperature 
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SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate poly-acrylamide gel electrophoresis 
TBAF : tetra-n-butylammonium fluoride 
TBS : tert-butyldimethylsilyl 
TCEP : tris(2-carboxyethyl)phosphine 
TEV : tobacco etch virus 
Tf : trifluoromethylsulfonyl 
TFA : trifluoroacetic acid 
THF : tetrahydrofuran 
TMS : trimethylsilyl 
Tris : tris(hydroxymethyl)aminomethane 
TZD : thiazolidinedione 










報告されており、分析用試薬として市販もされている。2,3 Figure 1 に代表例を示す。 







れているWarfarinをはじめ、抗 HIV活性を示す Calonolideや抗生剤の Novobiocinなど、




























ができる。Perkin は 1868 年にサリチルアルデヒドのナトリウム塩を無水酢酸中で加熱




Scheme 1.14 Perkin 反応を用いたクマリン合成 
 
 
 Pechmann と Duisberg は濃硫酸存在下、アセト酢酸エチルとレゾルシノールを混和し













   
 




Knoevenagel 反応 (縮合) を用いたクマリン合成法も報告されている。弱塩基存在下、活
性メチレン化合物とアルデヒド (またはケトン) から,-不飽和ジカルボニルおよびそ
の類縁化合物が得られる反応である Knoevenagel 反応は、フェノール誘導体にも適用可
能であり、クマリン骨格の合成に利用されている (Scheme 3)。一例として、Seferoğlu ら
はフェノール性水酸基を有するサリチルアルデヒドを出発原料に設定することで、
Knoevenagel 反応につづく異性化、分子内環化反応を経て、3-アシルクマリン骨格の構
築を報告している (Scheme 4)。17 
 
 




Scheme 4.17 Seferoğlu らによる Knoevenagel 反応を用いたクマリン合成 
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有する付加体を経てクマリン骨格を合成する反応を見出した (Scheme 5)。18 
 






って、クマリン骨格のワンポット合成を達成している (Scheme 6, 7)。 
 
Scheme 6.19 Leeらによるアレンを用いたクマリン合成 
 
 








 特に Pd 触媒を用いた合成例は多く、分子間/分子内ヒドロアリール化反応や溝呂木-
Heck 反応に続く環化反応、分子内/分子間カルボニル化環化反応などを用いたクマリン
骨格の構築法など多数報告されている。 
Trost らは、1996 年に Pd 触媒による C-H 活性化を経るクマリン骨格の合成法を報告





Scheme 8.21,22 Trost らによる分子間ヒドロアリール化/環化反応を用いたクマリン合成 
 
 
 さらに、同じく Pd(Ⅱ)触媒を用いたカップリング反応である溝呂木-Heck 反応 24,25を
クマリン骨格の合成に応用すると、4 位にアリール基を導入したクマリン構造を合成で
きることが報告された (Scheme 9)。26 
 











Scheme 10.27 Horner–Wadsworth–Emmons型反応を用いたクマリン合成 
 
























小島らは、以前ビタミン D 受容体 (VDR) のアミノ酸側鎖がクマリン前駆体に求核付





の効率的なクマリン標識法の開発を目的とした (Figure 3B)。 










































Table 1. PPARおよび、の主要な発現部位 
 
















Figure 5. 医薬品として使用される PPARアゴニスト 
 
PPARリガンドは医薬品として使われている化合物以外にも、多くのリガンドが報告
されている。その一部を Figure 6 に示した。LT175 は PPARのパーシャルアゴニストで
あり、PPARにも結合するデュアルアゴニストである。38 さらにこの LT175 に関して
も、置換基を変更した誘導体が合成され、さらなる研究が進められている。39–41またチ
ロシンを骨格とした Farglitazar も報告されており、ピオグリタゾン、ロシグリタゾンよ
りも強力なアゴニストである。42,43 上述の LT175 と同様に Farglitazar も PPAR/のデ
ュアルアゴニストであり、数多くの誘導体が研究されている。44 このように PPAR リガ
ンドの開発は数多く行われているため、PPARに対する効率の良い評価系も重要となる。 
 






















































































本論文第 1 章では、低分子化合物へのクマリン骨格導入法について論述する。第 2 章





第 1章 クマリン骨格導入法の検討 






著者が所属する研究室では、Figure 10 に示した 7 位メトキシクマリン型リトコール酸





























合成計画を以下の Scheme 12, 13 に示す。2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (1) を出発
物質として既知の合成方法 15でクマリン前駆体 2 を合成する (Scheme 12)。モデル基質
による求核付加反応の検討を実施し、クマリン前駆体 2 からの効率的なクマリン骨格構
築法を見出す。ここで得られた知見をもとにリガンドへのクマリン導入を行う。2-





                                  




















クマリン前駆体 2 は既知の方法 30 で合成した  (Scheme 14)。 2-hydroxy-4-
methoxybenzaldehyde (1) を出発原料とし、水酸基を TBS 基で保護をして 6 を合成し、
Seyferth-Gilbert アルキン合成によりアルキン体 7 を得た。次いで、LDA 存在下アルキン
体 7 に ethyl chloroformate を作用させ、エステル体 8 とし、最後に TBAF により脱保護
を行い、目的であるクマリン前駆体 2 を合成した。 
 
 




モデル基質の求核種は、Figure 11 に示したチオール 9、一級アミン 10、二級アミン 
11、アルコール 12、フェノール (13) を用いることにした。モデル基質とクマリン前駆
体を用いて、クマリン構築条件を検討した。 
 




 メチルアミノ基を有する 11 は、10 を出発物質とし、類似化合物の合成法 72–75を参照
して合成した (Scheme 15)。10 のアミノ基を Boc 保護し、14 を収率 93%で得た。NaH
存在下、CH3Iを作用させ 15 を 95%で合成した。15 は 2 通りの方法で脱保護を行った。
1) 酸性条件下 Boc脱保護する方法で 11を得た。2) PTSA 存在下、脱保護し PTSA 塩で
ある 16 を得た。11 および 16 は精製せずに次の反応に用いた。 
 





ための適切な塩基、反応温度、溶媒を検討した (Scheme 16, Table 2)。溶媒は、求核反応
でよく使われる非プロトン性溶媒である DMF または 1,4-dioxane を選択した。塩基は、
無機弱塩基として K2CO3、無機強塩基として KOH または NaH、有機塩基として Et3N, 




Scheme 16. モデル基質を用いたメトキシクマリン前駆体との反応 
 
 








Solvent Temp. (℃) Results
1 S - 1,4-dioxane 80 no reaction
2 S K2CO3 DMF 60 y. 91%
3 S KOH DMF 60 y. 8%
4 S Et3N DMF 60 quant.
5 S DBU DMF 60 y. 93%
6 NH - 1,4-dioxane 80 no reaction
7 NH K2CO3 DMF 60 decomposition
8 NH KOH DMF 60 decomposition
9 NH Et3N DMF 60 y. 88%
10 NH DBU DMF 60 decomposition
11 NMe Et3N DMF 60 y. 30%
12 NMe - Et3N 100 y. 31%
13 NMe・PTSA - Et3N 100 y. 70%
14 O - 1,4-dioxane 80 no reaction
15 O K2CO3 DMF 60 decomposition
16 O KOH DMF 60 decomposition
17 O Et3N DMF 60 dimerization
18 O DBU DMF 60 decomposition
19 O Et3N toluene 100 dimerization
20 O NaH DMF 60 decomposition
24 
 
チオール 9との反応 (Scheme 17) 
entry 1 では、2 に対し塩基を添加せず反応を行ったが、反応は進行しなかった。塩基
として K2CO3を用いたとき (entry 2) は、収率 91%で目的とする求核付加環化体 17 を
得た。KOH を使用した場合 (entry 3)、収率 8%で目的物 17 が得られ、複雑な混合物を
多く与えた。Et3N を作用させた場合 (entry 4)、目的物 17 が定量的に得られ、同じ有機
塩基である DBU を用いた際 (entry 5) でも、収率 93%と高収率で 17 を得られた。 
 
Scheme 17. 前駆体 2 とチオール体 9 の反応 
 
一級アミン 10との反応 (Scheme 18) 
次に前駆体 2 に対し、一級アミン 10 を求核剤として用させた。塩基には K2CO3, KOH, 
DBU を用いるといずれも複雑な混合物を与えるのみであった (entry 7, 8, 10)。一方で
Et3N を塩基として用いた場合のみ (entry 9)、クマリン環化体 18 を収率 88%で合成する
ことに成功した。 
 
Scheme 18. 前駆体 2 と一級アミン 10 の反応 
 
二級アミン 11との反応 (Scheme 19, 20) 
続いて、二級アミン 11 をモデル基質とした検討を行った。前駆体 2 に対し 2.0 当量
の Et3N を塩基としてを用いた場合 (entry 11)、クマリン環化体 19 が 30%と低収率であ
った。次に Et3N を溶媒として 11 との反応を行った場合 (entry 12)、目的の 19 を 31%、
前駆体 2 が二量体化した 20を 29%の収率でそれぞれ得た (Scheme 19)。なお 20 の構造
は、X 線結晶構造解析によって決定した (Figure 12)。一方、PTSA 塩とした 16 を求核種
として用い反応を行ったところ (entry 13)、20 の生成が抑制され、19 の収率が 70%に改


















アルコール 12との反応 (Scheme 21) 
次に、アルコール 12 を用いてクマリン環合成の検討を行った。前駆体 2 に対し、塩
基として K2CO3, KOH, DBU, Et3N, NaH を作用させて条件検討を行ったが (entry 14−20)、
二量体 20 の生成、または複雑な混合物を与えるのみであり、所望の 21 は全く得られな
かった。アルコールの求核性は他のモデル基質に比べて弱く、付加反応が進行せず、前
駆体 2 へのアルコール付加は難しいと考え、ここでは断念した。 
 
Scheme 21. 前駆体 2 とアルコール体 12の反応 
 
 
フェノール (13) との反応 (Scheme 22, Table 3) 
反応条件を検討していく中で、クマリン前駆体 2 のフェノール性水酸基がもう 1分子
の前駆体 2 に付加することで、クマリン環化が進行した二量体 20 が得られた。これよ
りアルキルアルコールでは所望の付加反応が進行しないが、フェノール性水酸基は付加
が進行することが示唆された。そこでフェノール (13) を求核剤として、塩基として














18, 19) を与えた最も良い収率は、チオール体 9では定量的、一級アミン 10は収率 88%、







Entry Base Solvent Temp. (℃) Results
1 KOH DMF 60 decomposition
2 K2CO3 DMF 60 no reaction 






2-(methylamino)ethanol (3) を出発原料として、アミノ基の Cbz保護を行い、23 を得た。
次に 4-hydroxybenzaldehyde を用いて、光延反応により 24 を得て、続いてアルデヒド体
24 と 2,4-thiazolidinedione を Knoevenagel 縮合に付し、25 を合成した (Scheme 23)。次
に、PTSA と TFA 存在下 Cbz基を脱保護し、PTSA 塩として 26 を得た。最後に、26 を
接触水素化に付して 4の合成を試みたが、所望の反応は進行せず 26を回収した (Scheme 
24)。そこで 25 を Mg 還元 71 によりオレフィンの還元を行い、27 を収率 84%で得た後、
最後に PTSA と TFA 存在下 Cbz 基の脱保護を行い、PTSA 塩として 4 を合成すること
ができた (Scheme 25)。4 は精製せずに次の反応へ用いることとした。 
 
 












ロシグリタゾン中間体 4 が得られたので、メトキシクマリン前駆体 2 を作用させ、目
的化合物 5 の合成を試みた。Et3N を溶媒として加熱還流したところ、求核付加に続く
環化反応が進行し、クマリン構造が導入されたロシグリタゾン誘導体 5 を収率 54%で
得られた (Scheme 26)。 
 










また、Et3N (89 °C) より高沸点である DIPEA (127 °C) を反応溶媒に用いたところ、収率
57%とわずかではあるが向上した (Scheme 27)。 
 













持できているか評価するために、COS-7 細胞を用いた dual luciferase assay を行った 
(Figure 13)。84 その結果、最大活性はロシグリタゾンと同程度であった。またロシグリ





Figure 13. COS-7 細胞を用いた dual luciferase assay 
 
         
  
  Rosiglitazone compound 5 
EC50 (M) 0.13 0.45 
 






せた 19 とメトキシクマリン型ロシグリタゾン 5 の様々な溶媒中での蛍光スペクトルを
測定した。非プロトン性/プロトン性および無極性/極性の性質をもつ溶媒の中から、
CH2Cl2, THF, MeOH, H2O を選択した。その結果を Figure 14, 15と Table 5 に示す。さら





まずモデル化合物 17, 18, 19 の蛍光極大波長であるが、CH2Cl2溶液中では、17 は 397 
nm、18 は 369 nm、19 は 471 nm を極大とした。したがって、CH2Cl2溶液中では 19 が
最も長波長の蛍光を示した。 
THF 溶液中では、17 は 398 nm、18 は 339 nm、19 は 474 nm を極大とする蛍光を示し
た。つまり、THF 溶液中においても、CH2Cl2溶液中と同様の傾向を示した。 
一方、プロトン性溶媒の MeOH, H2O を用いたとき、蛍光極大波長に差が生じた。17
は約 400 nm を極大とした、他溶媒中と同様の蛍光を示した。18 は長波長にシフトした
が、19 と 5 は短波長にシフトした。さらに無極性溶媒の hexane 中では、17 と 19 が短
波長シフトしたが、18 は CH2Cl2、THF 中と変わらなかった。 
CH2Cl2溶液と THF 溶液中では、求核付加反応した原子種によって蛍光極大波長が顕
著に異なり、短波長側から順に 18, 17, 19 であり、18 と 19 の差は CH2Cl2溶液で102 
nm、THF 溶液中で 135 nm であった。hexane 溶液中においても、示した蛍光極大波長
の順位に変化はなかったが、CH2Cl2溶液と THF 溶液と比べて変化が小さく、18 と 19 の
差は 24 nm であった。MeOH 溶液中では、短波長側から順に 18, 19, 17 であり、18 と
17 の差は 30 nm と変化が小さかった。一方、H2O では、求核付加反応した原子種によ





CH2Cl2溶液中では 469 nm、THF 溶液中では 467 nm を極大とする蛍光を示した。MeOH
溶液中では 392 nm、H2O 溶液中では 451 nm を極大とした。 
また、同様の N-メチル構造を有する 19とメトキシクマリン型ロシグリタゾン 5を比



































さらにメトキシクマリン型ロシグリタゾン 5 は、0.1 M H2SO4中での硫酸キニーネ ( 
= 0.577) を基準物質として、相対蛍光量子収率を求めた (Table 6)。85 しかし、どの溶媒




Table 6. 硫酸キニーネ ( = 0.577) を標準物質とした相対蛍光量子収率 
Compound λ (nm) CH2Cl2 THF MeOH H2O hexane
λmax
 abs 286 283 296 298 278
λmax 
f 397 398 400 398 348
λmax
 abs 309 309 305 303 309
λmax
 f 369 339 370 400 340
λmax 
abs 304 305 313 312 313
λmax 
f 471 474 392 396 364
λmax
 abs 316 314 314 312 ─
λmax 





CH2Cl2 THF MeOH H2O
5 0.00359 0.00461 0.00392 0.00369
36 
 
第 1章 第 1節の総括 
メトキシクマリン前駆体 2 に対して、化合物 9, 10, 11, 12, 13 を作用させて、効率よい
クマリン構築条件を検討した。その結果、チオール基を有する 9、アミノ基を有する 10、
メチルアミノ基を有する 11 では、DMF 溶媒中 Et3N を添加することでメトキシクマリ










第 2 節 ジエチルアミノクマリン誘導体の合成 
 





量体 20 の形成を防ぐことを目的に、TBS保護体に共役付加させた後、TBS 基の脱保護
をすることにした (Scheme 28)。 
 
        










はじめに、既知の方法 30 でジエチルアミノクマリン前駆体 29 を合成した。4-
(diethulamino) salicylaldehyde (33) を出発原料とし、水酸基 TBS 保護、Seyferth-Gilbert ア
ルキン合成によりアルキン体 35 とした。続いて、35 に LDA 存在下 ethyl chloroformate
を作用させ、目的であるエステル体 29 を得た (Scheme 29)。 
 
 
Scheme 29. ジエチルアミノクマリン前駆体 29 の合成 
 
 
ジエチルアミノクマリン前駆体 29とモデル基質 16 の反応検討 
ジエチルアミノクマリン前駆体 29 を合成したところで、29 に求核付加反応が起こる
か検討することにした。ジエチルアミノクマリン前駆体 29 と二級アミンモデル基質 16
を DIPEA 中で加熱還流したところ、予想外にも付加体 36 ではなく、次の異性化・環化
まで進行した 37 を収率 15%で得た。また原料である 29 を回収 (77%) した (Scheme 
30)。前述のように、メトキシクマリン前駆体 2 では、二級アミン 16 との反応は 70%で













電気陰性度の高いフッ素を有する 38 を設計した (Figure 17)。またメトキシクマリン前
駆体 2 においても、アルコール体 12 とフェノール (13) は付加していない。そこでメ
トキシクマリン前駆体に関しても、エチルエステルを有する 8 からトリフルオロエチル








トリフルオロエチルエステル化は以下の方法で行った。アルキン体 35 を LHMDS で
処理した後、Bis (2,2,2-trifluoroethyl) carbonate を THF 中–78 °C で作用させ、0 °C に昇温
したところ、所望のトリフルオロエチルエステル前駆体 38 が 72%で得られた (Scheme 
31)。 
 





二級アミンモデル基質 16 を用いて、付加反応を行った。上述の二級アミン 16 とエチル
エステルを有するジエチルアミノクマリン前駆体 28 の反応では、収率 15%であったが、
電子吸引性を向上したトリフルオロエチルエステルに変換した前駆体 38 では、予想通
り、DMF 中 Et3N 存在下で、付加反応に続く異性化・環化反応が進行し、37 の収率は








体 38 にチオール体 9 を作用させた場合、40 は収率 80%で得られた (Scheme 33)。 
 
Scheme 33. ジエチルアミノクマリン前駆体 38 とチオール体 9 の反応 
 
 
続いてトリフルオロエチルエステル体 38と一級アミン 10 を用いた反応では、途中で
TBAF を添加して TBS 基を脱保護するワンポット化を行った。その結果、目的物 41 が
収率 44%で得られ、同時に、アミド化と TBS 基の脱保護が進行した副生成物 42 が収率





Scheme 34. ジエチルアミノクマリン前駆体 38 と一級アミン 10 の反応 
 
 
第 1 節の合成で用いたクマリン前駆体 2では、アルコール体 12 に対し目的化合物が
得られることはなかった (Scheme 21)。しかし求電子性を向上させたトリフルオロエチ
ルエステル体 38 を用いたところ、付加および環化反応が進行し、目的物 43 が収率 48%
で得られた。さらに副生成物として脱離したトリフルオロエタノールが付加した 44 が
37%得られた (Scheme 35)。 
 
Scheme 35. ジエチルアミノクマリン前駆体 38 とアルコール体 12 の反応 
43 
 
また 12 と同じく、クマリン構造の合成ができなかったフェノール (13) も、トリフル
オロエチルエステル前駆体 38 に変更することで、求核付加反応が初めて進行し、目的
物 45 を収率 50%で得た (Scheme 36)。 
 









順で、アルキン体 7 を LHMDS で処理した後、Bis (2,2,2-trifluoroethyl) carbonate を作用
させ、トリフルオロエチルエステル前駆体 39 を得た (Scheme 37)。 
 
Scheme 37. トリフルオロエチルエステルを有するメトキシクマリン前駆体 39 の合成 
 
 
メトキシクマリン前駆体 39とモデル基質 12, 13との反応 
得られたクマリン前駆体 39 に酸素求核種としてアルコール 12 とフェノール (13) を
作用させた。エチルエステル体 2 をクマリン前駆体として用いた場合、前述した通り、
12 や 13 を作用させても、目的化合物 21, 22 は得られなかったが、イノエート位の求
電子性を高めたトリフルオロエチルエステル体 39 では、付加反応が進行し目的物が得
られた。すなわち、39 にアルコールを有する 12を DMF 溶媒中 Et3N 存在下作用させる




Scheme 38. メトキシクマリン前駆体 39とアルコール体 12 の反応 
 
 
また、39 にフェノール (13) を DMF 溶媒中 Et3N 存在下作用させると、付加に続いて
異性化・環化反応が進行した 22 が収率 23%で得られた (Scheme 39)。  
 
Scheme 39. メトキシクマリン前駆体 39とフェノール (13) の反応 
 
 
上記 Scheme 38 および 39 で示した反応は、いずれも TLC 上で副生成物の生成が少な
かったが、単離すると目的物 21, 22 の収率は極端に低かった (21: 22%, 22: 23%)。この







100 °C で加熱撹拌) で、ジエチルアミノクマリン前駆体 38 をロシグリタゾン骨格 4 と
反応させたところ、目的化合物 46 は得られず、47 が主生成物として収率 40%で得られ






Scheme 40. ロシグリタゾンへのジエチルアミノクマリン導入検討 1 
 
 
そこで Et3N を減らし、DMF : Et3N = 1:1 で反応を行うと、目的物 46 (14%)、ジエチル
アミン付加体 47 (51%) のほかに、TZD のイミド窒素がエチル化された 48 (14%) も得










なく、副反応が優先して進行している可能性が示唆された。そこで DMF 溶媒中 3 当量
の Et3N 存在下 4と 38 を 60 °C で加熱撹拌したところ、TBS 基の脱保護を伴い、付加・
環化反応が進行した目的化合物 46 を収率 57%で得ることに成功した。また、副生成物




Scheme 42. ロシグリタゾンへのジエチルアミノクマリン導入検討 3 
 
 
次に 47, 48 の生成メカニズムについて考察する。このような反応例は少ないが、
Scheme 43 に示したように、アズレンを有するイノンに 3 級アミンが付加することが報
告されており、次の反応機構が示されている。86  
 




に Et3N が付加することで、54 を経て 55 が生成した後、脱離により 56 が得られる。
その後 TBS 基の脱保護、異性化・環化が進行して、ジエチルアミン付加体 47 が生成す




Scheme 44. ジエチルアミン付加体 47 生成の推定反応機構 
 
 
また、TZD のイミド窒素がエチル化された 48 は、55 の生成後、脱離ではなく 4 の
イミドが窒素からの SN2 反応もしくは遊離したエチルカチオンをイミド窒素が捕捉す
ることで得られたと推定した (Scheme 45)。 
 












リフルオロエチルエステル体 38と 57 を DMF 溶媒中、3 当量の Et3N 存在下 60 °Cで加
熱撹拌した後、TBAF を滴下し室温で撹拌することで、ジエチルアミノクマリンを有す










タゾン 5 とジエチルアミノクマリン型ロシグリタゾン 46 の PPAR対する遺伝子転写活






Figure 18. PPAR対する遺伝子転写活性能の評価 
 
 
compound Rosiglitazone 5 46 48 
EC50 (μM) 0.17 0.18 0.034 0.35 












また同じく COS-7 細胞を用いて、PPARに対する遺伝子転写活性化能も評価した 
(Figure 19)。ロシグリタゾンの代わりに、PPAR  デュアルアゴニストである Farglitazar
をポジティブコントロールとして用いた。合成した 5, 46, 48 はどれも PPARに対して











基質を付加させたジエチルアミノクマリン型化合物 40, 41, 37, 43, 45 と、アルコールお
よびフェノールが付加したメトキシクマリン型化合物 21, 22の CH2Cl2, THF, MeOH, H2O
溶媒中での蛍光スペクトルを測定した。その結果を Figure 20 と Table 8 に示す。なお、
ジエチルアミノクマリン型化合物 40, 41, 37, 43, 45 は励起波長 360 nm、メトキシクマリ
ン型化合物 21, 22 は励起波長 310 nm で蛍光スペクトルを測定した。 
 
ジエチルアミノクマリン型化合物の蛍光スペクトル 
ジエチルアミノクマリン型化合物 40, 41, 37, 43, 45 の蛍光スペクトルを比較したとこ
ろ、どの溶媒系においても、最も短波長側に蛍光極大を示したのは、一級アミンが付加
した 41 であった。また、最も長波長側に蛍光極大を示したのは、チオールが付加した





シクマリン型化合物 21 とフェノールが付加したメトキシクマリン型化合物 22 につい
ても蛍光スペクトルを測定した。その結果、ジエチルアミノクマリン型の酸素付加体で


































Table 8. ジエチルアミノクマリン型化合物 40, 41, 37, 43, 45 と 




Compound λ (nm) CH2Cl2 THF MeOH H2O
λmax
 abs 379 372 382 396
λmax 
f 460 453 489 467
λmax
 abs 351 345 348 352
λmax
 f 395 385 410 440
λmax
 abs 357 354 357 359
λmax 
f 423 415 449 467
λmax 
abs 367 360 363 385
λmax 
f 426 413 463 445
λmax 
abs 361 357 362 365
λmax 
f 424 418 449 468
λmax
 abs 312 312 310 310
λmax 
f 353 346 373 392
λmax
 abs 311 311 310 311
λmax










ジエチルアミノクマリン型ロシグリタゾン 46と副生成物 48の蛍光スペクトル 
次に、合成したジエチルアミノクマリン型ロシグリタゾン 46 とその副生成物 48 の
CH2Cl2, THF, MeOH, H2O 溶媒中での蛍光スペクトルを測定した。そのスペクトルデータ
を Figure 21 と Table 9 に示す。ジエチルアミノクマリン体 46 は、励起波長 360 nm にお
いて、CH2Cl2溶液中で 423 nm を極大とする蛍光を示した。THF 溶液中では 416 nm、
MeOH 溶液中では 449 nm、H2O 溶液中では 460 nm を極大とする蛍光を示した。一方、
副生成物 48 は、励起波長 360 nm において、CH2Cl2溶液中で 423 nm を極大とする蛍光
を示した。THF 溶液中では 416 nm、MeOH 溶液中では 449 nm、H2O 溶液中では 461 nm
を極大とする蛍光を示した。 
また 46, 48 は有機溶媒中 (CH2Cl2, THF, MeOH) よりも、H2O では長波長シフトする
ことが明らかになった (Figure 21)。予想したとおり、46 と 48 は溶媒の違いにおいて、
蛍光波長の変化は同様であった。 
Figure 21. CH2Cl2, THF, MeOH, H2O 溶媒中でのジエチルアミノクマリン型ロシグリタゾ






















































B) 化合物 48 
Wavelength (nm) 





































THF: 7.4, MeOH: 32.6, H2O: 78.5 である。88 つまり、誘電率は CH2Cl2 < THF < MeOH < H2O 
であり、これは 46 および 48 のストークスシフトと同じ関係であった。またモデルクマリ
ン化合物 18, 21, 22, 41, 37, 45 においても同様の傾向であった。 
次に 0.1 M H2SO4溶液中での硫酸キニーネ ( = 0.577) を基準物質として、相対蛍光
量子収率を求めた。85 メトキシクマリン型ロシグリタゾン 5 はどの溶媒においても小さ
な値 (0.0359–0.00461) を示した。これに対し、ジエチルアミノクマリン型ロシグリタゾ
ン 46は 0.143–0.541、その副生成物 48 は 0.0865–0.764 と、期待したとおりメトキシ体 5
よりも高い蛍光量子収率を示した。46 と 48 は有機溶媒中では蛍光量子収率は高い値を
示したが、水中では低い値を示した。 
 
Table 10. 硫酸キニーネ ( = 0.577) を標準物質とした相対蛍光量子収率 
Compound λ (nm) CH2Cl2 THF MeOH H2O
λmax 
abs 359 354 359 368
λmax 
f 423 416 449 460
λmax
 abs 359 353 358 369
λmax 
f 423 416 449 461
46
48
CH2Cl2 THF MeOH H2O
5 0.00359 0.00461 0.00392 0.00369
46 0.541 0.191 0.532 0.143
48 0.764 0.172 0.432 0.0865
60 
 
以上の性質から、46 および 48 はタンパク質の疎水性結合部位へ結合した際、蛍光が







第 1章 第 2節の総括 
エチルエステルを有するジエチルアミノクマリン前駆体 29 に対して、二級アミン 16
を作用させたところ、求核付加反応はほとんど起きなかった。そこで、イノエート位
の求電子性を向上させるため、エチルエステルを有する 28 からトリフルオロエチルエ
ステルを有する 38 に変更したことで、チオール体 9、一級アミン 10、二級アミン 16、
アルコール体 12、フェノール (13) のすべてのモデル求核剤においてジエチルアミノク
マリン (40, 41, 43, 37, 45) を構築することができた。また前節で検討した 7-メトキシク
マリン環の構築についても、前駆体のエステル部をトリフルオロエチルエステルに置き
換えた前駆体 39 に変更したことで、モデル基質であるアルコール体 12、フェノール 
(13) でもメトキシクマリン (21, 22) を合成することに成功した。これにより、クマリ
ン 4 位に S 原子、N 原子、O 原子を導入する手法を確立できた。さらに二量体 20 の抑







ゾン 46 を合成した。また 46 のイミド窒素にエチル基が付加した副生成物 48 が得られ
た。46 と 48 の遺伝子転写活性を評価した結果、導入したジエチルアミノクマリンは
PPAR活性に与える影響が小さく、46 はロシグリタゾンと同程度の活性を維持してい
た。一方で副生成物 48 は、PPARを活性化するが、ロシグリタゾンや合成した 5 およ
び 46 よりも弱い活性を示した。さらに 46 と 48 は、前節で合成したメトキシクマリン
型ロシグリタゾン 5 よりも強い蛍光を示した。 
以上の結果より、ジエチルアミノ体 46 は PPARに対しロシグリタゾンと同程度の生
物活性を有する PPARアゴニストであることを明らかにした。また 48 は、PPARに示
す生物活性は 46 より弱いが、蛍光特性は 46 と同等であることが示唆された。つまり 46
および 48 は、有機溶媒中では H2O 中よりも強い蛍光を示す一方で、H2O 中では蛍光が
減弱し長波長シフトする環境応答能を示した。受容体のリガンド結合部位は一般的に疎
水性の環境である。このためリガンド結合部位と水溶液中の環境は大きく異なる。この
性質の違いから、PPARアゴニスト 46と 48 は PPARに対する結合親和性評価に適用可







第 2 章 クマリン型ロシグリタゾンの結合評価系への適用
と結晶構造 
 
第 1 節 結合評価系への適用 
 前章で合成したジエチルアミノクマリン型ロシグリタゾン 46, 48 は環境応答能を有
する PPAR リガンドであると推測された。 
そこで 46, 48を PPAR 結合評価系に適用可能か検討したので、以下第 2 章で詳しく述





PPARに対する化合物 46の Kd値算出 
1 M の化合物 46 に、0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 M の PPARを加え、
励起波長 367 nm における蛍光スペクトルを測定した (Figure 22A)。PPARの濃度が高
くなるにつれて、蛍光極大は短波長側にシフトし、蛍光強度は強くなることが観測され
た。各 PPAR濃度につき、それぞれ 3 回測定を行った。410 nm における蛍光強度の平
均値を用いて、統計解析ソフト GraphPad Prism で Kd値を算出すると 1558 nM となった 
(Figure 22B)。 
 
Figure 22. 化合物 46 の Kd値算出 (A) PPAR-LBD 存在下で励起波長 367nm での化合物
46 の蛍光波長 (B) 410 nm の蛍光強度変化 (n = 3) 
 
 また統計解析ソフト GraphPad Prism で、EC50値 (410 nm) を計算したところ 2103 nM
になった。次に、式 89,90 Kd = EC50 – [Lt]/2 に代入すると ([Lt] は蛍光プローブ全濃度で





化合物 46を用いた PPAR リガンドの Ki値算出 
 次に化合物 46 を蛍光プローブに用いた競合的結合試験により、PPARリガンドとし
て知られている、ロシグリタゾン、Farglitazar、ピオグリタゾン、LT175 の Ki値を算出
することにした。報告されている Ki値と 46 を用いて算出した Ki値を比較して、化合物
46 が PPARに対する結合評価系に適用可能か検討した。 
 
ロシグリタゾンの Ki値算出 
はじめにロシグリタゾンの Ki値の算出を行った。0.6 M の PPARと M の化合
物 46に 1.17 nM, 4.69 nM, 18.75 nM, 75 nM, 0.3 M, 1.2 M, 4.8 M, 19.2 M, 76.8 M の





410 nm の蛍光強度の平均値を用いて解析 (GraphPad Prism) すると、IC50 = 1692 nM と
なった (Figure 23B)。また、先の実験より算出した 46の Kd値 (GraphPad Prism) を使い、




Figure 23. ロシグリタゾンの Ki 値算出 (A) PPAR-LBD、ロシグリタゾン存在下で励起

















続いて Farglitazar の Ki 値算出を行った。先と同様に 0.6 M の PPARと 0.72 M の化
合物 46に 0.59 nM, 2.34 nM, 9.38 nM, 37.5 nM, 150 nM, 600 nM, 2.4 M, 9.6 Mの Farglitazar
を加えて、励起波長 367 nm における蛍光スペクトルを測定した。各 Farglitazar 濃度に
ついて、それぞれ 3 回測定を行った。410 nm の蛍光強度の平均値を用いて解析 
(GraphPad Prism) すると、IC50 = 193.4 nM となった (Figure 24)。また先の実験より算出
した 46の Kd値 (GraphPad Prism) を使い、Kiを計算 (GraphPad Prism) すると 132.3 nM
になった。 
 




次にピオグリタゾンの Ki 値算出であるが、ピオグリタゾンは PPAR との親和性が他
のPPARリガンドと比べて低いため、62 基準となるPPARと化合物46を低濃度にして、
高濃度領域のロシグリタゾンを多く測定することにした。0.1 M の PPARと 0.12 M








と考え、副生成物 48 に着目した。遺伝子転写活性試験より、48 は 46 よりも活性が低
いことから、48 の PPARに対する結合能は 46 よりも弱いと推測できる。そこで、48 を




Figure 25. ピオグリタゾンの Ki値算出 
 
 
PPARに対する化合物 48の Kd値算出 
Kd値の算出は、化合物 46 の実験と同様に行った。1M の化合物 48 に、0, 0.25, 0.5, 
1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 10.0, 15.0 M の PPARを加え、励起波長 367 nm における蛍光
スペクトルを測定した (Figure 26)。各 PPAR濃度につき、それぞれ 3 回測定し、410 nm
の値を用いて Kd値を算出 (GraphPad Prism) すると 4082 nM となった。 
 
Figure 26. 化合物 48 の Kd値算出 (n = 3) 
 
 
また、GraphPad Prism より、EC50は 4008 nM になり、式 89,90 Kd = EC50 – [Lt]/2 に代入す
ると、Kd = 3508 nM になった。 




化合物 48を用いたピオグリタゾンの Ki値算出  
続いて、化合物 48 を用いてピオグリタゾンの Ki値を算出した。0.6 M の PPARと
1.44 M の 48 に 4.69 nM, 18.75 nM, 75 nM, 0.3 M, 1.2 M, 4.8 M, 19.2 M, 76.8 Mのピ
オグリタゾンを加えて、励起波長 367 nm における蛍光スペクトルを測定した。各ピオ
グリタゾン濃度についてはそれぞれ 3 回測定を行い、410 nm の値を用いて解析 
(GraphPad Prism) すると、IC50 = 7434 nM、Ki = 5495 nM になった。 
 
Figure 27. ピオグリタゾンの Ki値算出 (n = 3) 
 
化合物 48を用いた LT175 の Ki値算出 
次に PPARのパーシャルアゴニストとして知られている LT175 の Ki値を算出した。
0.6 M の PPARと 1.44 M の化合物 48 に 4.69 nM, 18.75 nM, 75 nM, 0.3 M, 1.2 M, 
4.8 M, 19.2 M, 76.8 Mの LT175 を加えて、励起波長 367 nm における蛍光スペクトル
を測定した。各 LT175 濃度について、それぞれ 3 回測定を行い、410 nm の蛍光強度の











 Figure 28. LT175 の Ki値算出 (n = 3) 
69 
 
 以上の実験より、算出した Ki値の大小関係は、小さい値から Farglitazar、ロシグリタ
ゾン、LT175、ピオグリタゾンの順であった (Table 11)。報告されているロシグリタゾン
および Farglitazar、ピオグリタゾンの IC50値 62と比較すると、同じ大小関係であった。
さらに報告されている EC50値 38,91は小さい値から Farglitazar、ロシグリタゾン、LT175、
ピオグリタゾンである。得られた Ki 値の大小関係は、EC50 値で比較しても同じ順序で
あった。したがって、合成したクマリン型 PPAR 蛍光リガンド 46と 48 は、PPARに対
する親和性評価に適用できることが示された。 

























Rosiglitazone Farglitazar Pioglitazone LT175
Ki (nM) 1157 ± 1.08 132.3 ± 1.13 5495 ± 3.14 2334 ± 1.46
既知のIC50 (nM) 
62 660 ± 252 90 ± 34 4500 ± 465 -
既知のEC50 (nM) 
91 18 ± 4 0.20 ± 0.05 280 ± 42 -
既知のEC50 (nM) 
38 40 ± 20 - - 480 ± 80
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第 2 節 X線結晶構造解析   
合成したクマリン導入型ロシグリタゾンの 5, 46, 48 の PPAR-LBD への結合様式を明
らかにするため、PPAR-LBD の共結晶構造解析を試みた。まず、化合物 5/PPAR-LBD、
化合物 46/PPAR-LBD、化合物 48/PPAR-LBD 複合体の結晶化を行った。結晶化は、Tris-
HCl buffer に沈殿剤としてクエン酸ナトリウムを添加するリザーバー溶液で行った。本
条件は apo 体でも結晶化できるため、リガンドを apo 体結晶に添加するソーキング法が
適用できる。このため、比較的多くの結晶構造が PDB 上に報告されている。一方、本
結晶化条件でのフルアゴニストの共結晶化は困難とされており、現在までに報告がない。
理由は、本結晶化条件では PPAR-LBD が活性型  非活性型 =   で結晶化するが、 フ
ルアゴニストはすべての PPAR分子を活性型にしてしまうため、パッキングが不利にな
るからと考えられる。アゴニスト結合型の PPARは活性型となり、アゴニスト非結合型
の PPARは非活性型となる。ここで活性型  非活性型 =    に制御できれば、互いにパ
ッキングし結晶化すると考えた。そこで、非活性型の分子を存在させるため、PPARに
対し 0.5 当量の合成アゴニストを用いることにした。その結果、化合物 46/PPAR-LBD
複合体において良好な結晶を得ることができた。回析実験は高エネルギー加速器研究 
BL-5A で行い、回析データを収集した。反射ファイルは iMOSFLM で作製し、Phaser に
よる分子置換法 (PDB code: 2VV3) によって位相を決定した。Cootによるモデリングと
Refmac による精密化を行い、タンパク質の配座を決定した。ここで残された電子密度
マップに着目したところ、リガンドと考えられる電子密度は非活性型には見られず、活
性型のみで見られた (Figure 29)。この結果は、戦略上予想した通りであり、46 は活性型
の PPARにのみ存在が認められ、非活性型には見られず、リガンドとタンパク質の当量
を調整することにより、パッキングをコントロールすることに成功した。本結晶の回折






Figure 29. 化合物 46/PPAR-LBD の構造 
 
 




構造に大きな変化は見られなかった (Figure 30)。また化合物 46 は、Figure 31 のような
電子密度で PPAR-LBD に存在しており、ロシグリタゾンと 46 は重なり合う配座であ
った。 
データ収集 精密化の統計値
空間群 C 1 2 1 分解能 (Å) 26.77-2.30
格子定数 使用反射数 all/free 29502/1515 
    a , b , c (Å) 93.33, 61.9, 119.37 R-factor/R-free 0.223 / 0.262 
    α, β, γ (°) 90, 102.29, 90 RMS Deviations
分解能（Å） Overall Inner Outer  Bond lengths (Å) 0.0137
Low resolution limit 26.75 26.75 2.38  Bond angles (°) 1.894
High resolution limit 2.3 8.91 2.3 原子数
Rmerge 0.051 0.021 0.4  タンパク質 8150
総反射数 87204 1830 8301  リガンド 64
独立反射数 29512 533 2829  水 72
完全性（％） 99.1 96.2 97 B-factors








Figure 30. 化合物 46/PPAR-LBD 複合体とロシグリタゾン/PPAR-LBD 複合体 
 
 
Figure 31. 46 の電子密度 (右) とロシグリタゾン (紺) と 46 (黄) の重ね合わせ (左) 
 
 
46 のチアゾリジンジオン (TZD) 部分の相互作用様式は、ロシグリタゾンと同様であ
り、Ser289, His323, Gln286, Tyr473の 4 つのアミノ酸と水素結合を形成していた (Figure 
32)。Tyr473 は Helix12 上にあり、この水素結合により、Helix12 が安定化され PPARが
活性化すると考えられている。このため、46 はアゴニスト活性を示したと強く示唆さ
れた。 
Figure 32. ロシグリタゾン (左) と 46 (右) の PPARとの水素結合様式 
リガンド: 化合物 46 リガンド: ロシグリタゾン 重ね合わせ 
PDB code: 2PRG 
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46 の X 線結晶構造にイミドがエチル化された副生成物 48 を重ね合わせた (Figure 
33)。TZD 環は 46 の場合、4 つの水素結合が形成していた。48 では、イミドがエチル化
しているため、チロシンとの水素結合が失われ、可能な水素結合は 3 つである。したが
って、副生成物 48 の結合能がメトキシクマリン型ロシグリタゾン 5 やジエチルアミノ
クマリン型ロシグリタゾン 46 よりも低かった理由は、水素結合が 3 つに減少したから
と考えられる。 
副生成物 48 はパーシャルアゴニストであった (Figure 18)。活性が上がり切らなかっ
た理由について考察する。48/PPAR-LBD 複合体についても結晶化を試みたが、得られ
た結晶構造はアポ体であり、リガンドは結晶構造中に存在しなかった。エチル基は



















 第 1章 第 2節で合成したジエチルアミノクマリン型ロシグリタゾン 46, 48を用いて、
PPARアゴニストであるロシグリタゾン、Farglitazar、ピオグリタゾン、LT175の PPAR
結合性評価を行った。その結果、PPARへの結合親和性は、これまでに報告されている
順序と一致し、合成した 46, 48 は PPAR結合性評価に適用できることが示された。特に
46 は PPARへの結合親和性が高い化合物、48 は PPARへの結合親和性が弱い化合物へ
の評価に適用できると考えられる。 
 さらに、PPAR-LBD との X 線結晶構造解析により、化合物 46 の PPARへの結合様
式は、ロシグリタゾンと変わらないことを明らかにした。またエチル基が付加した副生





















 合成したジエチルアミノクマリン型ロシグリタゾン 46とエチル化された副生成物 48


























素雰囲気下で行った。薄層クロマトグラフィーには、silicagel 70F254 plates (Wako)、
chromatorex DNH を用いた。カラムクロマトグラフィーには、中性シリカゲル 60N (40-
50 µm または 63-210 µm、関東化学)、NHシリカゲル (100-200 mesh、富士シリシア化学) 
を用いた。NMR 測定は特に記載がない限り、内部標準物質としてテトラメチルシラン 
(TMS) を含有した重クロロホルムを使用し、Bruker AV-300Mにて 1H NMRは 300 MHz、
13C NMRは 75 MHz、または Bruker AV-600M にて 13C NMRは 150MHzで測定した。高
分解能質量分析は JEOL AccuTOF LC-plus JMS-T100LP を使用して測定した。赤外吸収
スペクトル (IR) は Jasco FT/IR-420 を使用して測定した。紫外可視求光スペクトルは
JASCO V-630 BIO (日本分光 ) を用いて測定した。蛍光は分光蛍光光度計 F-7100 
(HITACHI) を使用して測定した。単結晶 X 線結晶構造解析は、XtaLAB Synergy Custom 











2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (3.01 g, 19.8 mmol) を CH2Cl2 (100 mL) に溶解させ、
TBSCl (5.98 g, 39.6 mmol, 2.0 equiv.) と imidazole (4.06 g, 59.4 mmol, 3.0 equiv.) を加え、
室温で 14 時間撹拌した。反応溶液を 1 N HCl洗浄 (1 回)、brine洗浄 (1 回)、 MgSO4乾
燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2オープンカラムクロマトグラフィー (5% 
AcOEt/hexane) で精製し、6 (9.57 g, 17.1 mmol, 86%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 10.29 (d, J = 0.7 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.58 





i-Pr2NH (146 L, 1.04 mmol) を THF (1 mL) に溶解させ、氷冷下 n-BuLi (620 L, 1.55 
M in hexane, 0.962 mmol) を滴下し、10 分間撹拌した。–78 °C に冷却し、TMSCHN2 (480 
L, 2.0 M in Et2O, 0.962 mmol) を滴下し、30 分間撹拌した。次に 7 (213.5 mg, 0.801 mmol) 
の THF 溶液 (6 mL) を滴下し、氷冷下 30 分撹拌後、室温で 12 時間撹拌した。反応溶
液に H2O を加え、CH2Cl2抽出 (3 回)、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残
渣を SiO2オープンカラムクロマトグラフィー (5% AcOEt/hexane) で精製し、7 (86.5 mg, 
0.330 mmol, 41%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.33 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.48 (dd, J = 8.6, 2.5 Hz, 1H), 









ethyl 3-(2-hydroxy-4-methoxyphenyl)propiolate (2) 
 
i-Pr2NH (731 L, 5.21 mmol) を THF (6 mL) に溶解させ、氷冷下 n-BuLi (3.1 mL, 1.55 M 
in hexane, 4.81 mmol) を滴下し、10 分間撹拌した。続いて–78 °C に冷却し、8 (1.05 g, 4.01 
mmol) の THF 溶液 (14 mL) を滴下し、10 分間撹拌後、ethyl chloroformate (916 L, 9.62 
mmol) を滴下し、30 分間撹拌した後、さらに室温で 17 時間撹拌した。反応溶液に sat. 
NaHCO3 aq. を加え、AcOEt 希釈後、H2O 洗浄 (2 回)、brine 洗浄 (1 回)、MgSO4乾燥、
ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー (3% 
AcOEt/hexane) で精製した。 
続いて、8 を THF (19.8 mL) に溶解させ、氷冷下 TBAF (7.9 mL, 1.0 M in THF, 7.9 mmol) 
を滴下し、1 時間撹拌した。反応溶液を AcOEt 希釈し、sat. NH4Cl aq. 洗浄 (1 回)、MgSO4
乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー 
(40% Et2O/hexane) で精製し、2 (502.7 mg, 2.28 mmol, 57% in 2steps) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.36 (m, 1H), 6.50−6.46 (overlapped, 2H), 4.30 (q, J = 7.1 
Hz, 2H), 3.81 (s, 3H), 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 
 
tert-butyl phenethylcarbamate (14)  
 
phenethylamine (2.1 mL, 16.67 mmol) を CH2Cl2 (167 mL) に溶解させ、Et3N (4.7 mL, 
33.34 mmol, 2.0 equiv.) と Boc2O (4.6 mL, 20.01 mmol, 1.2 equiv.) を滴下し、室温で N2雰
囲気下 13 時間撹拌した。反応溶液を 1N HCl洗浄 (1 回)、sat. NaHCO3 aq.洗浄 (1回)、
brine洗浄 (1 回)、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2オープンカ
ラムクロマトグラフィー (0−20% AcOEt/hexane, SiO2: 150g) で精製し、14 (3.42 g, 15.46 
mmol, 93%) を得た。 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.33−7.28 (overlapped, 2H), 7.25−7.18 (overlapped, 3H), 
4.56 (br-s, 1H), 3.38 (m, 2H), 2.79 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H). 
 
 
tert-butyl methyl(phenethyl)carbamate (15) 
 
NaH (1.69 g, 2.2equiv.) を N2雰囲気下、dry hexaneを加えて洗浄 (3回) したところに、
THF (155 mL) を加え、次に 14 (3.42 g, 15.46 mmol) の THF 溶液 (30 mL) を加えた。さ
らに CH3I (2.5 mL, 2.4 equiv.) を滴下し、45 °Cで N2雰囲気下、18.5 時間加熱撹拌した。
反応溶液に H2O を加え、減圧濃縮した後、残渣を AcOEt 希釈後、brine 洗浄 (1 回)、
MgSO4 乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2 オープンカラムクロマトグラ
フィー (0−10% AcOEt/hexane, SiO2: 100g) で精製し、15 (3.44 g, 14.61 mmol, 95%) を得
た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.32−7.26 (overlapped, 2H), 7.23−7.18 (overlapped, 3H), 





15 (448.0 mg, 1.904 mmol) を CH2Cl2 (9.5 mL) に溶解させ、TFA (7.1 mL, 49 equiv.) を
滴下し、室温で N2雰囲気下、18.5 時間加熱撹拌した。反応溶液を N2乾燥後、氷冷下 2M 
NaOH aq. を加え、AcOEt 抽出 (3 回)、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。得
られた残渣は精製せずに、次の反応に用いた。 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ [ppm]: 7.33−7.28 (overlapped, 2H), 7.24−7.19 (overlapped, 







N-methyl-2-phenylethan-1-amine p-toluenesulfonic acid salt (16)  
 
15 (483.2 mg, 2.053 mmol) を CH2Cl2 (10 mL) に溶解させ、p-toluenesulfonic acid 
monohydrate (536.7 mg, 1.5 equiv.) を加え、TFA (7.7 mL, 49 equiv.) を滴下し、N2雰囲気
下、室温で 16 時間加熱撹拌した。その後、反応溶液を減圧濃縮した。得られた残渣は
精製せずに、次の反応に用いた。 
1H NMR (300 MHz, CD3OD) δ [ppm]: 7.73−7.69 (overlapped, 2H), 7.36−7.22 (overlapped, 7H), 
3.22 (m, 2H), 2.96 (m, 2H), 2.70 (s, 3H), 2.37 (s, 3H).  
 
 
7-methoxy-4-(phenethylthio)-2H-chromen-2-one (17)  
 
2-phenylethanethiol (9) (91 L, 0.681 mmol, 1.5 equiv.) を DMF (4.5 mL) に溶解させ、
Et3N (0.908 mmol, 2.0 equiv.) と 2 (97.3 mg, 0.442 mmol) を加え、60 °Cで 24 時間加熱撹
拌した。反応溶液に氷冷下 H2O を加え、AcOEt 抽出 (3 回)、brine 洗浄 (1 回)、MgSO4
乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー 
(10−30% AcOEt/hexane) で精製し、17 (141.8 mg, 0.454 mmol, quant.) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.62 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.35 (m, 2H), 7.30−7.27 
(overlapped, 2H), 7.26−7.25 (overlapped, 1H), 6.83 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 6.80 (d, J = 2.3 Hz, 
1H), 6.06 (s, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.28 (m, 2H), 3.09 (t, J = 7.3 Hz, 2H).  
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 163.0, 159.8, 156.3, 154.0, 138.8, 128.8 (2 carbons), 128.5 
(2 carbons), 127.0, 125.0, 112.3, 111.7, 104.9, 100.8, 55.8, 34.0, 32.1. 
ESI-HRMS: m/z calcd for C18H16NaO3S [M+Na]+: 335.07178; found: 335.07037. 








Phenethylamine (10) (86 L, 0.681 mmol, 1.5 equiv.) を DMF (4.5 mL) に溶解させ、Et3N 
(0.908 mmol, 2.0 equiv.) と 2 (100.0 mg, .0454 mmol) を加え、60 °C で 113 時間加熱撹拌
した。原料が残っていたため、100 °C に昇温し、24 時間撹拌した。反応溶液に氷冷下
H2O を加え、AcOEt 抽出 (3 回)、brine 洗浄 (1 回)、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧
濃縮した。残渣を SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー (30−60% AcOEt/hexane) で
精製し、18 (118.6 mg, 0.402 mmol, 88%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.39−7.28 (overlapped, 3H), 7.25−7.23 (overlapped, 2H), 
7.12 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.79−6.76 (overlapped, 2H), 5.30 (s, 1H), 4.97 (br-s, 1H), 3.85 (s, 3H), 
3.55 (q, J = 6.3 Hz, 2H), 3.03 (t, J = 6.9 Hz, 2H).  
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 163.3, 162.6, 155.4, 152.8, 137.8, 129.0 (2 carbons), 128.7 
(2 carbons), 127.1, 120.8, 111.9, 107.4, 101.3, 82.3, 55.7, 43.7, 34.4. 
ESI-HRMS: m/z calcd for C18H17NNaO3 [M+Na]+: 318.11061; found: 318.11204.  





16 (63.8 mg, 0.208 mmol, 1.5 equiv.) を Et3N (1.4 mL) に溶解させ、2 (30.4 mg, 0.138 mmol) 
を加え、100 °C で 4 時間加熱撹拌した。反応溶液に氷冷下 H2O を加え、CH2Cl2抽出 (3
回)、brine 洗浄 (1 回)、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2オープ




1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.47 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.33−7.27 (overlapped, 2H), 
7.25−7.16 (overlapped, 3H), 6.80 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.76 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H), 5.51 (s, 1H), 
3.86 (s, 3H), 3.58 (m, 2H), 3.02 (s, 3H), 2.99 (m, 2H).  
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 163.0, 162.1, 160.7, 156.1, 138.2, 128.7 (4 carbons), 126.8, 
126.2, 111.4, 109.6, 101.2, 92.8, 56.2, 55.7, 39.9, 33.6. 
ESI-HRMS: m/z calcd for C19H19NNaO3 [M+Na]+: 332.12626; found: 332.12804.  
IR (NaCl): 1698 cm-1. 
 




1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.95 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.61 (d, 
J = 8.7 Hz, 1H), 6.91 (m, 2H), 6.86 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 2.4 
Hz, 1H), 5.26 (s, 1H), 4.09 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.89 (s, 
3H), 1.16 (t, J = 7.0 Hz, 3H).  
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 165.8, 163.7, 162.9 (2 carbons), 
155.9, 155.6, 153.6, 136.0, 124.3, 112.9, 112.5, 108.4, 108.3, 105.7, 
100.5, 91.5, 85.1, 80.3, 61.9, 55.9, 55.8, 13.86. 
ESI-HRMS: m/z calcd for C22H18O3Na [M+Na]+: 417.09502; found:     
417.09511. 
 
benzyl (2-hydroxyethyl)(methyl)carbamate (23) 
 
2-(methylamino)ethanol (4.4 mL, 54.0 mmol) を CH2Cl2 (180mL) に溶解させ、氷冷下、
benzylchloroformate (8.4 mL, 55.9 mmol) と Et3N (9.6 mL, 68.8mmol) を滴下し、N2雰囲気
下、室温で 49 時間撹拌した。CH2Cl2希釈し、10%クエン酸水溶液で洗浄 (1 回)、H2O 洗
浄 (1 回)、brine洗浄 (1 回)し、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2
オープンカラムクロマトグラフィー (40−60% AcOEt/hexane) で精製し、23 (8.54 g, 40.8 
mmol, 76%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.37−7.28 (overlapped, 5H), 5.14 (s, 2H), 3.77 (br-s, 2H), 
3.45 (br-s, 2H), 3.00 (s, 3H). 
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benzyl (2-(4-formylphenoxy)ethyl)(methyl)carbamate (24) 
 
23 (1.98 g, 6.28 mmol) を THF (40 mL) に溶解させ、PPh3 (3.40 g, 13.0 mmol) と 4-
hydroxybenzaldehyde (1.55 g, 12.6 mmol) を加え、DEAD (6.0 mL, 13.1 mmol) を滴下し、
室温で 16 時間撹拌した。溶媒留去後、Et2O 希釈し、sat. NaHCO3 aq. 洗浄 (3 回)、brine
洗浄 (1 回)、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2オープンカラム
クロマトグラフィー (30% AcOEt/hexane) で精製し、24 (3.07 g, 9.81 mmol, 94%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 9.88 (s, 1H), 7.84−7.77 (overlapped, 2H), 7.37−7.30 







24 (2.18 g, 4.78 mmol) を THF (30 mL) と toluene (30 mL) に溶解させ、 2,4-
thiazolidinedione (1.34 g, 11.3 mmol) と piperidine (186 L, 1.89 mmol) を加え、Dean-Stark
装置を用い、18 時間加熱還流した。溶媒留去し、AcOEt 希釈し、brine洗浄 (2 回)、MgSO4
乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー 
(40−50% AcOEt/hexane−30% MeOH/CH2Cl2) で精製し、25 (2.04 g, 4.94 mmol, 79%) を得
た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 8.76 (br-s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.45−7.32 (overlapped, 7H), 







benzyl (2-(4-((2,4-dioxothiazolidin-5-yl)methyl)phenoxy)ethyl)(methyl)carbamate (27) 
 
25 (537.7 mg, 1.30 mmol) を MeOH に懸濁させ、氷冷下 magnesium turnings (635.2 mg, 
26.1 mmol, 20 equiv.) を加え、室温で 5 時間撹拌した。氷冷下、5 N HCl を加え、CH2Cl2
抽出 (3 回)、brine洗浄 (1 回)、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2
オープンカラムクロマトグラフィー (40% AcOEt/hexane) で精製し、27 (452.9 mg, 1.09 
mmol, 84%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 8.71 (s, 1H), 7.37−7.33 (overlapped, 5H), 7.12 (m, 2H), 
6.81 (m, 2H), 5.14 (s, 2H), 4.48 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H), 4.08 (m, 2H), 3.66 (m, 2H), 3.44 (d, J 
= 13.4 Hz, 1H), 3.11 (m, 1H), 3.06 (s, 3H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 173.8, 169.8, 158.2, 136.8, 130.4, 130.3, 128.4, 128.1, 127.9, 
127.8, 114.9, 67.3, 66.5, 53.5, 48.7, 37.8, 35.9. 
ESI-HRMS: m/z calcd for C21H22N2NaO5S [M+Na]+: 437.11471; found: 437.11780. 
IR (NaCl): 3166, 1753, 1699, 1611 cm-1. 
 
 
5-(4-(2-(methylamino)ethoxy)benzyl)thiazolidine-2,4-dione p-toluenesulfonic acid salt (4)   
 
27 (100.3 mg, 0.242 mmol) を CH2Cl2 (1.2 mL) に溶解させ、p-toluenesulfonic acid 
monohydrate (70.9 mg, 0.363 mmol, 1.5 equiv.) と trifluoroacetic acid (927 L) を加え、室温
で 21 時間撹拌した。反応溶液を減圧濃縮し、精製せずに次の反応へ進んだ。 
1H NMR (300 MHz, CD3OD) δ [ppm]: 7.70 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 2.7 Hz, 2H), 7.20 (d, 
J = 3.6 Hz, 2H), 6.95 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.71 (dd, J = 8.7, 4.3 Hz, 1H), 4.23 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 










4 (0.168 mmol, 2.0 equiv.) に DIPEA (1.7 mL) と 2 (0.0842 mmol) を加え、12 時間 140 °C
で加熱還流した。溶媒を減圧留去し、残渣を SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー 
(20% AcOEt/CH2Cl2) で精製し、5 (21.8 mg, 0.0480 mmol, 57%, from compound 2) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 8.27 (br-s, 1H), 7.74 (m, 1H), 7.15 (dd, J = 7.1, 2.0 Hz, 
2H), 6.81 (m, 4H), 5.51 (s, 1H), 4.50 (dd, J = 8.5, 4.0 Hz, 1H), 4.24 (m, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.83-
3.71 (overlapped, 2H), 3.36 (dd, J = 14.1, 3.9 Hz, 1H), 3.19 (dd, J = 14.1, 8.4 Hz, 1H), 3.03 (s, 
3H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 173.7, 169.9, 163.2, 162.2, 161.2, 157.6, 156.1, 130.8 (2 
carbons), 128.0, 126.4, 114.8 (2 carbons), 111.6, 109.5, 101.3, 93.5, 65.0, 55.7, 53.9, 53.3, 39.7, 
37.6. 
ESI-HRMS: m/z calcd for C23H22N2NaO6S [M+Na]+: 477.10963; found: 477.11123. 






4-(diethylamino)salicylaldehyde (33) (3.29 g, 17.02 mmol) を DMF (100 mL) に溶解させ、
氷冷下、imidazole (3.55 g, 52.11 mmol, 3.1 equiv.) と TBSCl (5.19 g, 34.44 mmol, 2.0 equiv.) 
を加え、N2下室温で 14 時間撹拌した。氷冷下、反応溶液に H2O を加え、AcOEt 抽出 (3
回)、brine 洗浄 (1 回)、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2オープ
ンカラムクロマトグラフィー (5−10% AcOEt/hexane, SiO2 : 165 g) で精製した。 
i-Pr2NH (3.4 mL, 24.25 mmol, 1.4 equiv.) を THF (15mL) に溶解させ、氷冷下、n-BuLi 
(1.57 M in hexane, 14.2 mL, 22.29 mmol, 1.3 equiv.) を滴下し、10 分間撹拌した。次に–78 °C
に冷却し、TMSCHN2 (2.0 M in Et2O, 11.2 mL, 1.3 equiv.) を滴下し、30 分撹拌した。続い
て、得た化合物の THF 溶液 (25 mL) を滴下し、氷冷下 1 時間撹拌した。その後、室温
に昇温し、4 時間撹拌した。氷冷下、反応溶液に H2O を加え、CH2Cl2抽出 (3 回)、brine
洗浄 (1 回)、Na2SO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を NH-SiO2オープンカラ
ムクロマトグラフィー (hexane, NH-SiO2: 160 g) で精製し、35 (4.18 g, 13.76 mmol, 81%, 
2 steps) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.22 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.22 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 
6.08 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.31 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.07 (s, 1H), 1.15 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 1.03 (s, 
9H), 0.24 (s, 6H). 
 
 
ethyl 3-(2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-4-(diethylamino)phenyl)propiolate (29)  
 
i-Pr2NH (2.5 mL, 17.87 mmol, 1.3 equiv.) を THF (29 mL) に溶解させ、氷冷下、n-BuLi 
(1.55M hexane 溶液, 10.6 mL, 16.50 mmol, 1.2 equiv.) を滴下し、N2雰囲気下 10 分間撹拌
した。次に–78 °C に冷却し、35 (4.17 g, 13.75 mmol) の THF 溶液 (40 mL) 滴下し、10 分
間撹拌した。続いて ethyl chloroformate (3.1 mL, 33.0 mmol, 2.4 equiv.) を滴下し、–78 °C
で 30 分間撹拌し、さらに氷冷下 30 分間、室温で 21 時間撹拌した。反応溶液に sat. 
NaHCO3 aq. を加え、AcOEt 希釈し、H2O 洗浄 (2 回)、brine 洗浄 (1 回)、MgSO4乾燥、
ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2オープンカラムクロマトグラフィー (3−5% 
AcOEt/hexane, SiO2 : 130 g) で精製し、29 (4.61 g, 12.3 mmol, 89%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.31 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.24 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 
6.05 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.24 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.34 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 







35 (557.5 mg, 1.84 mmol) を THF (18 mL) に溶解させ、–78 °C で LHMDS (1.0 M in THF, 
5.5 mL, 5.51 mmol, 3.0 equiv.) を滴下し、10 分間撹拌した。次に Bis (2,2,2-trifluoroethyl) 
carbonate (825 L, 5.51 mmol, 3.0 equiv.) を滴下し、1 時間撹拌、氷冷下 1 時間撹拌した。
反応溶液に sat. NaHCO3 aq. を加え、CH2Cl2抽出 (3 回)、brine 洗浄 (1 回)、Na2SO4乾
燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を NH-SiO2オープンカラムクロマトグラフィー 
(hexane, NH-SiO2: 6.5 g) で精製し、38 (566.7 mg, 1.32 mmol, 72%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.33 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.26 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 
6.04 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.54 (q, J = 8.4 Hz, 2H), 3.35 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.18 (t, J = 7.1 Hz, 
6H), 1.04 (s, 9H), 0.25 (s, 6H). 
13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 160.7, 152.9, 151.4, 136.3, 122.9 (q, J = 275.6 Hz), 105.5, 
102.0, 97.2, 91.8, 82.7, 60.7 (q, J = 36.3 Hz), 44.6 (2 carbons), 25.6 (3 carbons), 18.2, 12.6 
(2carbons), –4.4 (2 carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd. for C21H30F3NO3SiNa [M+Na]+: 452.18447; found: 452.18357. 




16 (55.5 mg, 0.181 mmol, 1.5 equiv.) を DMF (0.3 mL) に溶解させ、Et3N (81 L, 0.585 
mmol, 5.0 equiv.) を滴下し、次に 38 (50.3 mg, 0.117 mmol) の DMF 溶液 (0.9 mL) を滴下
し、N2雰囲気下、60 °Cで 20 時間加熱撹拌した。反応溶液を室温にした後、反応溶液を
減圧濃縮した。残渣を SiO2オープンカラムクロマトグラフィー (10−75% AcOEt/hexane, 
SiO2: 11 g) で精製し、37 (30.3 mg, 0.0865 mmol, 74%) を得た。 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.40 (m, 1H), 7.33−7.26 (overlapped, 2H), 7.25−7.18 
(overlapped, 3H), 6.52−6.48 (overlapped, 2H), 5.34 (s, 1H), 3.57 (m, 2H), 3.40 (q, J = 7.1 Hz, 
4H), 3.02−2.97 (overlapped, 5H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 163.8, 161.2, 156.7, 150.0, 138.5, 128.7 (2 carbons), 128.6 
(2 carbons), 126.6, 126.2, 107.4, 104.6, 98.2, 90.2, 56.2, 44.6 (2 carbons), 40.0, 33.7, 12.5 (2 
carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd for C22H26N2O2 [M+H]+: 351.20725; found: 351.20812.  





38 (24.5 mg, 0.0693 mmol) を DMF (4.5 mL) に溶解させ、2-phenylethanethiol (9) (14 L, 
0.104 mmol, 1.5 equiv.) と Et3N (19 L, 0.139 mmol, 2.0 equiv.) を加え、N2雰囲気下 60 °C
で 3 時間加熱撹拌した。反応溶液に氷冷下 H2O を加え、AcOEt 抽出 (3 回)、brine 洗浄 
(1 回)、Na2SO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を NH-SiO2オープンカラムク
ロマトグラフィー (0−20% AcOEt/hexane, NH-SiO2: 11 g) で精製し、40 (19.7 mg, 0.0557 
mmol, 80%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.49 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.34 (m, 2H), 7.28−7.27 
(overlapped, 2H), 7.25−7.23 (overlapped, 1H), 6.55 (dd, J =9.1, 2.6 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 2.6 Hz, 
1H), 5.90 (s, 1H), 3.41 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.25 (m, 2H), 3.07 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.20 (t, J = 7.1 
Hz, 6H).  
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 160.7, 156.3, 154.7, 150.8, 139.1, 128.7 (2 carbons), 128.5 
(2 carbons), 126.9, 124.9, 108.4, 107.2, 100.8, 97.4, 44.6 (2 carbons), 34.3, 31.9, 12.4 (2 carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd for C21H23NO2SNa [M+Na]+: 376.13472; found: 376.13428. 










38 (128.2 mg, 0.298 mmol) を DMF (3.0 mL) に溶解させ、phenethylamine (10) (56 L, 
0.448 mmol, 1.5 equiv.) と Et3N (83L, 0.60 mmol, 2.0 equiv.) を滴下し、N2雰囲気下、60 °C
で 2 時間加熱撹拌した。続いて氷冷下、TBAF (448 L, 1.0 M in THF, 0.448 mmol, 1.5 equiv.) 
を滴下し、N2 雰囲気下、60 °C で 17 時間撹拌した。反応溶液に氷冷下 H2O を加え、
CH2Cl2抽出 (3 回)、brine 洗浄 (2 回)、Na2SO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残
渣を NH-SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー (10−60% AcOEt/hexane, NH-SiO2: 12 
g) で精製し、41 (44.3 mg, 0.132 mmol, 44%) と副生成物 42 (22.1 mg, 0.0657 mmol, 22%) 
を得た。 
41 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.38−7.27 (overlapped, 3H), 7.25−7.22 (overlapped, 2H), 
7.03 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.52−6.48 (overlapped, 2H), 5.19 (s, 1H), 4.92 (br-s, 1H), 3.53 (q, J = 
6.8 Hz, 2H), 3.44 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.00 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.18 (t, J = 7.1 Hz, 6H).  
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 164.1, 155.9, 153.4, 150.5, 138.1, 128.9 (2 carbons), 128.7 
(2 carbons), 126.9, 120.8, 107.8, 102.3, 98.3, 80.5, 44.6 (2 carbons), 43.6, 34.6, 12.4 (2 carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd for C21H24N2O2 [M+H]+: 337.19160; found: 337.19182. 
IR (NaCl): 3311, 1698 cm-1. 
42 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.42 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.36−7.31 (overlapped, 3H), 7.27 
(s, 1H), 7.25 (s, 1H), 6.71 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.55 (br-t, J = 5.1 
Hz, 1H), 3.72 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 3.40 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.94 (t, J = 7.1 Hz, 4H), 1.19 (t, J = 
7.1 Hz, 6H).  
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13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 159.3, 157.5, 148.2, 146.3, 138.9, 128.8 (2 carbons), 128.7 
(2 carbons), 126.5, 122.8, 116.7, 110.8, 110.4, 93.2, 44.9 (2 carbons), 40.5, 36.0, 12.5 (2 carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd for C21H24N2O2 [M+Na]+: 337.19178; found: 359.17385. 





38 (112.8 mg, 0.263 mmol) を DMF (2.6 mL) に溶解させ、2-phenylethanol (12) (47 L, 
0.394 mmol, 1.5 equiv.) と Et3N (73 L, 0.525 mmol, 2.0 equiv.) を滴下し、N2雰囲気下、室
温で 2 時間撹拌した。次に氷冷下、TBAF (131 L, 1.0 M in THF, 0.131 mmol, 0.5 equiv.) 
を滴下し、N2雰囲気下、室温で 22 時間撹拌した。40 °C に昇温し、18 時間 30 分撹拌し
た。反応溶液に氷冷下 sat. NaHCO3 aq. を加え、CH2Cl2抽出 (3 回)、brine 洗浄 (1 回)、
Na2SO4 乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。残渣を NH-SiO2 オープンカラムクロマト
グラフィー (0−60% Et2O/hexane, SiO2 : 11 g) で精製し、43 (42.1 mg, 0.125 mmol, 48%) を
得た。また副生成物 44 (31.0 mg, 37%) 得た。 
43 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.43 (m, 1H), 7.37−7.27 (overlapped, 5H), 7.23 (m, 1H), 
6.75−6.72 (overlapped, 2H), 4.54 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.41 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.09 (t, J = 7.2 Hz, 
2H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 159.8, 158.7, 148.7, 142.7, 137.7, 129.0 (2 carbons), 128.6 
(2 carbons), 126.6, 123.0, 116.0, 114.8, 110.8, 93.2, 65.3, 45.0, 35.3, 12.5. 
ESI-HRMS: m/z calcd for C21H24NO3 [M+Na]+: 338.17562; found: 338.17494. 




1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.59 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 9.1, 2.5 Hz, 1H), 
6.47 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 5.37 (s, 1H), 4.43 (q, J = 7.8 Hz, 2H), 3.42 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.21 (t, 
J = 7.1 Hz, 6H). 
13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 165.0, 163.4, 155.9, 151.5, 123.9, 122.6 (q, J = 275.8 Hz), 
108.6, 102.7, 97.1, 86.1, 65.2 (q, J = 36.9 Hz), 44.8 (2 carbons), 12.4 (2 carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd for C15H16F3NNaO3 [M+Na]+: 338.09800; found: 338.09828. 
IR (NaCl): 1732 cm-1. 
 
 
7-(diethylamino)-4-phenoxy-2H-chromen-2-one (45)  
 
38 (20.9 mg, 0.0487 mmol) を DMF (0.5 mL) に溶解させ、13 (14.6 mg, 0.155 mmol, 3.2 
equiv.) と Et3N (14L, 0.0973 mmol, 2.0 equiv.) を滴下し、N2雰囲気下、60 °C で 2 時間加
熱撹拌した。氷冷下、TBAF (73 L, 1.0 M in THF, 0.0730 mmol, 1.5 equiv.) を滴下し、N2
雰囲気下、60 °C で 18 時間撹拌した。反応溶液に氷冷下 sat. NaHCO3 aq. を加え、Et2O
抽出 (4 回)、0.25 M NaOH aq. 洗浄 (1 回)、brine洗浄 (1 回)、Na2SO4乾燥、ろ過後、ろ
液を減圧濃縮した。残渣を NH-SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー  (0−50% 
Et2O/hexane, NH-SiO2: 11 g) で精製し、45 (7.5 mg, 0.0242 mmol, 50%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.78 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.48−7.42 (overlapped, 2H), 7.30 
(m, 1H), 7.17−7.13 (overlapped, 2H), 6.63 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 
5.10 (s, 1H), 3.43 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 167.3, 164.0, 156.3, 152.8, 151.4, 130.2 (2 carbons), 126.4, 
124.0, 121.5 (2 carbons), 108.4, 103.6, 97.3, 88.6, 44.8 (2 carbons), 12.4 (2 carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd for C19H19NO3 [M+H]+: 310.14432; found: 310.14361. 








2-trifluoroethyl 3-(2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-4-methoxyphenyl)propiolate (39) 
 
7 (256.1 mg, 0.976 mmol) を THF (9.8 mL) に溶解させ、–78 °C に冷却し、LHMDS (1.0 
M in THF, 2.0 mL, 2.00 mmol, 2.0 equiv.) を滴下後、10 分間撹拌した。次に Bis(2,2,2-
trifluoroethyl) carbonate (292 μL, 1.95 mmol, 2.0 equiv.) を滴下し、–78 °C で 45 分間撹拌
後、氷冷下 30分間撹拌し、さらに室温で 30分間撹拌した。反応溶液に氷冷下 sat. NaHCO3 
aq. を加え、AcOEt 抽出 (3 回)、brine洗浄 (1 回)、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃
縮した。残渣を SiO2オープンカラムクロマトグラフィー (3−5% AcOEt/hexane, SiO2: 20 
g) で精製し、39 (234.3 mg, 0.603 mmol, 62%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.45 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.53 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 
6.37 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 4.56 (q, J = 8.3 Hz, 2H), 3.81(s, 3H), 1.04 (s, 9H), 0.26 (s, 6H). 
13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 163.4, 160.5, 152.5, 136.2, 122.7 (q, J = 275.6 Hz), 107.6, 
105.9, 104.0, 88.6, 82.4, 60.9 (q, J = 36.6 Hz), 55.5, 25.5 (3 carbons), 18.2, –4.43 (2 carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd. for C18H23F3O4SiNa [M+Na]+: 411.12154; found: 411.12433. 





39 (24.0 mg, 0.0619 mmol) を DMF (0.6 mL) に溶解させ、2-phenylethanol (11) (11 L, 
0.0927 mmol, 1.5 equiv.) と Et3N (17 L, 0.124 mmol, 2.0 equiv.) を滴下し、N2雰囲気下、
60 °Cで 2 時間撹拌した。次に氷冷下、TBAF (93 L, 1.0 M in THF, 0.0927 mmol, 1.5 equiv.) 
を滴下し、N2雰囲気下、60 °C で 16 時間 30 分撹拌した。反応溶液に氷冷下 H2O を加
え、AcOEt 抽出 (3 回)、brine洗浄 (1 回)、MgSO4乾燥、ろ過後、ろ液を減圧濃縮した。
残渣を SiO2オープンカラムクロマトグラフィー (0−30% AcOEt/hexane, SiO2: 12 g) で精
製し、21 (3.9 mg, 0.0132 mmol, 21%) を得た。 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.53 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 7.36−7.22 
(overlapped, 5H), 7.06 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.94 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H), 4.56 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 
3.87 (s, 3H), 3.09 (t, J = 7.2 Hz, 2H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 160.6, 159.5, 157.2, 144.7, 137.5, 129.0 (2 carbons), 128.6 
(2 carbons), 126.7, 123.1, 120.2, 114.2, 114.1, 95.7, 65.6, 55.7, 35.2. 
ESI-HRMS: m/z calcd for C18H16O4 [M+H]+: 319.09463; found: 319.09339. 
IR (NaCl): 1717 cm-1. 
 
 
7-methoxy-4-phenoxy-2H-chromen-2-one (22) 94 
 
39 (21.7 mg, 0.0559 mmol) を DMF (0.6 mL) に溶解させ、13 (13.6 mg, 0.145 mmol, 2.6 
equiv.) と Et3N (16 L, 0.112 mmol, 2.0 equiv.) を滴下し、N2雰囲気下、60 °C で 2 時間加
熱撹拌した。氷冷下、TBAF (84 L, 1.0 M in THF, 0.0838 mmol, 1.5 equiv.) を滴下し、N2
雰囲気下、60 °C で 18 時間撹拌した。反応溶液に氷冷下 sat. NaHCO3 aq. を加え、Et2O
抽出 (4 回)、0.045 M NaOH aq. 洗浄 (2回)、brine洗浄 (1 回)、Na2SO4乾燥、ろ過後、
ろ液を減圧濃縮した。残渣を SiO2オープンカラムクロマトグラフィー (CH2Cl2, SiO2: 12 
g) で精製し、22 (3.4 mg, 0.0127 mmol, 23%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.48 (m, 2H), 7.33 (m, 1H), 7.17 (m, 














(methyl)amino)ethoxy)benzyl)thiazolidine-2,4-dione (46)  
 
4 (19.8 mg) を DMF (0.9 mL) に溶解させ、Et3N (18 L, 0.131 mmol, 3.0 equiv.) を滴下
し、38 (18.8 mg, 0.0438 mmol) の DMF 溶液 (0.6 mL) を加え、N2雰囲気下、60 °Cで 16
時間撹拌した。溶媒を減圧留去し、残渣を SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー
(5−100% AcOEt/hexane, SiO2: 7 g) で精製し、46 (12.4 mg, 0.0250 mmol, 57%, from compound 
38) と 47 (1.4 mg, 0.000485 mmol, 11%) を得た。 
46 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.63 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.81 (d, 
J = 8.6 Hz, 2H), 6.56−6.50 (overlapped, 2H), 5.36 (s, 1H), 4.49 (dd, J = 8.5, 3.9 Hz, 1H), 4.22 
(m, 2H), 3.79 (m, 2H), 3.44−3.34 (overlapped, 5H), 3.18 (dd, J = 14.2, 8.6 Hz, 1H), 3.03 (s, 3H), 
1.21 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 173.9, 170.1, 164.1, 161.6, 157.8, 156.7, 150.1, 130.7 (2 
carbons), 127.9, 126.3, 114.9 (2 carbons), 107.7, 104.5, 98.2, 90.8, 65.3, 53.9, 53.4, 44.6 (2 
carbons), 39.9, 37.7, 12.5 (2 carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd for C26H30N3O5S [M+H]+: 496.19062; found: 496.18896. 
IR (NaCl): 1749, 1698, 1658, 1245 cm-1. 
47 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.43 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 9.1, 2.7 Hz, 1H), 6.48 
(d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.38 (s, 1H), 3.39 (quin, J = 7.0 Hz, 8H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 1.20 (t, J = 
7.1 Hz, 6H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 164.0, 160.1, 156.7, 149.9,126.1, 107.5, 105.1, 98.2, 90.7, 
45.5 (2 carbons), 44.6 (2 carbons), 12.5 (2 carbons), 12.3 (2 carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd for C17H24N2O2 [M+H]+: 289.19160; found: 289.19162. 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.61 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.17−7.12 (overlapped, 2H), 
6.86−6.81 (overlapped, 2H), 6.55−6.49 (overlapped, 2H), 5.43 (s, 1H), 4.41 (dd, J = 9.0, 3.9 Hz, 
1H), 4.21 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.76 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.61 (m, 2H), 3.46−3.35 (overlapped, 5H), 
3.09 (dd, J = 14.1, 8.9 Hz, 1H), 3.04 (s, 3H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 1.11 (t, J = 7.2 Hz, 3H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 173.8, 170.9, 163.7, 161.5, 157.8, 156.7, 150.1, 130.6 (2 
carbons), 128.3, 126.3, 114.7 (2 carbons), 107.6, 104.5, 98.2, 91.0, 65.3, 53.7, 51.6, 44.6 (2 
carbons), 39.9, 37.8, 36.9, 12.8, 12.5 (2 carbons). 
ESI-HRMS: m/z calcd for C28H34N3O5S [M+H]+: 524.22192; found: 524.22030. 








38 (27.5 mg, 0.0640 mmol) を DMF (0.5 mL) に溶解させ、57 (31.5 mg, 0.0640 mmol, 1.0 
equiv.) と Et3N (13 L, 0.096 mmol, 1.5 equiv.) を滴下し、N2雰囲気下、60 °Cで 1 時間撹
拌した。氷冷下、TBAF (32 L, 1.0 M in THF, 0.0320 mmol, 0.5 equiv.) を滴下し、N2雰囲
気下、室温で 1 時間 30 分撹拌した。再び、氷冷下 TBAF (32 L, 1.0 M in THF, 0.0320 
mmol, 0.5 equiv.) を滴下し、N2雰囲気下、室温で 117 時間撹拌した。反応溶液に氷冷下
sat. NaHCO3 aq. を加え、AcOEt 抽出 (3回)、brine洗浄 (1 回)、Na2SO4乾燥、ろ過後、
ろ液を減圧濃縮した。残渣を NH-SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー (10−30% 
AcOEt/hexane, NH-SiO2: 7.4 g) で精製し、58 (15.6 mg, 0.0270 mmol, 42%) を得た。また
44 (2.7 mg, 0.00856 mmol, 13%) を得た。 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 7.44 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.39 (s, 1H), 6.76−6.72 
(overlapped, 2H), 4.30 (m, 2H), 3.62 (m, 1H), 3.41 (q, J = 7.0 Hz, 4H), 1.99−1.31 (overlapped, 
20H), 1.22−1.18 (overlapped, 9H), 1.13−1.00 (overlapped, 5H), .0.96−0.94 (overlapped, 3H), 
0.92 (s, 3H), 0.65 (s, 3H). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ [ppm]: 160.0, 158.6, 148.6, 143.0, 122.9, 116.0, 114.5, 110.7, 93.3, 
71.9, 65.5, 56.5, 56.1, 45.0 (2 carbons), 42.7, 42.1, 40.4, 40.2, 36.5, 35.9, 35.41, 35.36, 34.6, 31.9, 
30.6, 28.3, 27.2, 26.4, 25.4, 24.2, 23.4, 20.8, 18.6, 12.5 (2 carbons), 12.1. 
ESI-HRMS: m/z calcd for C37H55NO4 [M+H]+: 578.42093; found: 578.42075. 




 COS-7 細胞を 5% ウシ胎児血清および抗生物質 -抗真菌剤溶液  (100 unit/mL, 
streptomycin 100 µg/mL)を加えた Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 培地で 5% 
CO2雰囲気下、37 °C で培養した。COS-7細胞を 4 × 104 cells/mL に調製し、24 well plate
に 500 µL ずつ播種し、37 °C で 24 時間培養した。核内受容体プラスミド (PPAR: pSG5-
GAL-hPPAR 0.05 µg/well) およびレポータープラスミド  (MH100×4-TK-Luc 0.18 
µg/well)、内標準としてシーパンジールシフェラーゼ発現遺伝子を含むプラスミド 
(pRL-CMV 0.02 µg/well) を無血清 DMEM (25 µL/well) 培地で希釈したポリエチレンイ
ミン (0.75 µL/well) を用いて導入した。調製したポリエチレンイミン/プラスミド混合溶
液を培養した細胞に添加し、37 °C で 8 時間培養した。続いて、リガンド (EtOH 溶液) 
あるいはネガティブコントロール (EtOHまたは DMSO) を 5 µL/well添加し、37 °C で
16 時間培養した。これ以降の操作はルシフェラーゼアッセイキット (Dual Luciferase 
Repoter Assay System (Promega) ) を使用して行った。24 well plate から培地を除去し、調
整した細胞溶解液 (5×Passive Lysis Buffer 20%, Milli-Q 80%) を 100 µL/well で加え、15
分間振盪することで細胞を溶解した。細胞溶解液を 20 µL ずつ 96 well plate に移し、2
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種類の発光基質を用いて、ルミノメーター  (GloMax MultitLaminescence System with 
Instinct Software with. Shaking and Dual Injector, Promega) で発光量を測定した。ルシフェ




 第 1 節: 10 µM に調製したサンプル (17, 18, 19, 5, Rosiglitazone) の各種溶液 (CH2Cl2, 
THF, MeOH, H2O, hexane) を石英製のミクロセルに 800 µL 加えて測定した。測定条件は
スペクトル測定モード, 開始波長 600 nm, 終了波長 200 nm, スキャンスピード 400 
nm/min, データ間隔 0.5 nm である。 
 第 2 節: 10 µM または 5 µM に調製したサンプル (40, 41, 37, 43, 45, 21, 22)、または 2 
µM に調製したサンプル (46, 48) の各種溶液 (CH2Cl2, THF, MeOH, H2O) を石英製のミ
クロセルに 500 µL 加えて測定した。測定条件はスペクトル測定モード, 開始波長 600 
nm, 終了波長 200 nm, スキャンスピード 400 nm/min または 1000 nm/min, データ間隔




第 1 節: 10 µM に調製したサンプル (17, 18, 19, 5, Rosiglitazone) の各種溶液 (MeOH, 
THF, Toluene) を石英製のミクロセルに 800 µL 加えて測定を行った。データから溶媒の
データをバックグラウンドとして差し引き、蛍光スペクトルとした。測定条件は波長ス
キャンモード, 蛍光開始波長 200 nm, 蛍光終了波長 600 nm, 蛍光側サンプリング間隔
0.2 nm, スキャンスピード 240 nm/min, 励起側スリット 5 nm, 蛍光側スリット 5 nm, ホ
トマル電圧 400 V, レスポンス 0.002 s である。 
 第 2 節: 10 µM または 5 µM に調製したサンプル (40, 41, 37, 43, 45, 21, 22) と 2 µM に
調製したサンプル (46, 48) の各種溶液 (CH2Cl2, THF, MeOH, H2O) を石英製のミクロセ
ルに 500 µL 加えて測定した。データから溶媒のデータをバックグラウンドとして差し
引き、蛍光スペクトルとした。測定条件は波長スキャンモード, 蛍光開始波長 300 nm, 
蛍光終了波長 570 nm, 蛍光側サンプリング間隔 0.2 nm, スキャンスピード 2400 nm/min, 
励起側スリット 5 nm, 蛍光側スリット 5 nm, ホトマル電圧 400 V, レスポンス 0.002 sで







 hPPAR-LBDは N 末端に TEV プロテアーゼで除去可能な 6 × Hisタグを含む pET30a
ベクターを使用して発現を行った。RosettaTM (DE3) pLysS (50 µL) にプラスミド (1 µL) 
を加え、氷上で 20 分間静置した後、200 µL の 2 × TY (tryptone 16 g/L, yeast extract 10 g/L, 
NaCl 5 g/L) を加え、37 °Cで 40 分間振盪培養した。その後、kanamycin (34 µg/mL) と
chloramphenicol (34 µg/mL) を添加した LB plate (20 mL) に播種し、37 °C で 16 時間培養
した。得られたコロニーの１つを採取し、kanamycin (34 µg/mL) と chloramphenicol (34 
µg/mL) を添加した 2 × TY (20 mL) に加え、37 °C で 16 時間振盪培養した。次に、
chloramphenicol (34 µg/mL) と kanamycin (34 µg/mL) を添加した 2 × TY (1 L) に培養液
を 5 mL ずつ加え、O.D.600 = 0.6−1.0 になるなるまで 37 °C で振盪して培養した。IPTGを
500 L 加え、20 °Cで 16 時間振盪培養した。遠心分離 (8,000 × g, 5 min, 4 °C) にて集菌
後、細胞溶解用緩衝液 50 mL (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM TCEP, 0.5 mM 
EDTA) により、細胞を懸濁させ、氷上で超音波にて破砕した。遠心分離 (18,000 × g, 30 
min, 4 °C) し、可溶性画分と cOmplete His-Tag Purification Resin (Roche) を 4 °C で 1 時
間混和して、hPPAR-LBD を樹脂に吸着させた。50 mL の洗浄用緩衝液 (20 mM Tris-HCl 
pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM TCEP, 0.5 mM EDTA, 5 mM imidazole) により樹脂を洗浄し
た。次に、溶出用緩衝液 (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.5 mM EDTA, 1 mM TCEP, 250 mM 
imidazole, 100 mM NaCl) をタンパク質が溶出しなくなるまで流した。タンパク質の溶出
はブラッドフォードアッセイ (ブラッドフォード溶液 48 µL : タンパク質溶液 2 µL) 
により確認した。得られたタンパク質溶液を限外ろ過によって 10 mL まで濃縮し、TEV
プロテアーゼ (0.5 mL) を加えた後、500 mL の緩衝溶液 (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.5 mM 
EDTA, 1 mM TCEP) を用い、4 °C で一晩透析を行った。 電気泳動 (SDS-PAGE) にて
His タグが切断されていることを確認した後、cOmplete His-Tag Purification Resin (ビー
ズとして 3 mL) と 4 °C で 1 時間混和した。溶出液を全量回収し、限外ろ過によって 4 
mL まで濃縮した。RESOURCE Q (6 mL) column (GE Healthcare) にタンパク質溶液を吸
着させ、buffer A (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM TCEP, 0.5 mM EDTA) と buffer B (20 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 1 mM TCEP, 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl) を 1%/min のグラジェントで流
し、96 deep well plate に 1 fr./min でタンパク質溶液を回収した。電気泳動 (SDS-PAGE) 
で hPPAR-LBD 溶出画分の確認を行い、回収したタンパク質溶液を限外ろ過によって 1 
mL まで濃縮した。Superdex 75 Increase 10/300 GL (24 mL) gel-filtration column によるゲ
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ルろ過クロマトグラフィーを行った。buffer C (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl) を
流し、96 deep well plate に 1 fr./min でタンパク質溶液を回収した。電気泳動 (SDS-PAGE) 
で hPPAR-LBD の溶出画分ならびに純度を確認した。hPPAR-LBD 溶液はタンパク質
結晶化用緩衝液 (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM TCEP, 0.5 mM EDTA) へ限外ろ過を利用
して buffer 置換した。タンパク質濃度は 280 nm における吸光度から推定し、hPPAR-
LBD 濃度 0.19 mM (6.0 mg/mL) に調製した。 
 
hPPAR-LBDに対する親和性評価実験 
 解析には GraphPad Prism6 を用いた。なお EC50, Kd, IC50, Ki値は、以下の式を用いて算
出した。 
EC50: <A>LogEC=LogEC50Control 
<~A>LogEC=LogEC50Control + log(EC50Ratio) 
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogEC-X)*HillSlope)) 
Kd: Y=Bmax*X^h/(Kd^h + X^h) 
IC50: Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^(X-LogIC50)) 
Ki: logEC50=log(10^logKi*(1+RadioliganNM/HotKdNM))  
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^(X-LogEC50))  
(Radioligand は化合物 46 または 48 の濃度であり、720 nM または 1440 nM、
HotKd は化合物 46 または 48の Kd = 1603 nM または 4082 nM を代入した。) 
 
化合物 46の Kd値算出 
調製した 0.19 mM hPPAR-LBD 溶液を緩衝液 (20 mM Tris-HCl pH 7.0, 1 mM TCEP, 
0.5 mM EDTA) で 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 M に希釈した。そこに化合
物 46 を終濃度 1.0 M になるように加え、石英製のミクロセルに 200 L 加えて測定し
た。測定条件は波長スキャンモード, 蛍光開始波長 350 nm, 蛍光終了波長 570 nm, 蛍光
側サンプリング間隔 0.2 nm, スキャンスピード 2400 nm/min, 励起側スリット 5 nm, 蛍





調製した 0.19 mM hPPAR-LBD 溶液を緩衝液 (20 mM Tris-HCl pH 7.0, 1 mM TCEP, 
0.5 mM EDTA) で 0.6 M に希釈した。希釈した hPPAR-LBD 溶液に化合物 46を終濃
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度 0.72 M、さらにロシグリタゾンを終濃度 1.17 nM, 4.69 nM, 18.75 nM, 75 nM, 0.3 M, 
1.2 M, 4.8 M, 19.2 M, または 76.8 Mになるように加え、石英製のミクロセルに 200 
L 加えて測定した。測定は同様の条件で行い、410 nm の蛍光強度 (測定 3 回の平均値) 
を用いて、GraphPad Prism で解析を行った。 
 
Farglitazar の Ki値算出 
調製した 0.19 mM hPPAR-LBD 溶液を緩衝液 (20 mM Tris-HCl pH 7.0, 1 mM TCEP, 
0.5 mM EDTA) で 0.6 M に希釈した。希釈した hPPAR-LBD 溶液に化合物 46を終濃
度 0.72 M、さらに Farglitazar を終濃度 0.59 nM, 2.34 nM, 9.38 nM, 37.5 nM, 150 nM, 600 
nM, 2.4 M, 9.6 M, または 38.4 M になるように加え、石英製のミクロセルに 200 L
加えて測定した。測定は同様の条件で行い、410 nm の蛍光強度 (測定 3 回の平均値) を
用いて、GraphPad Prism で解析を行った。 
 
化合物 48の Kd値算出 
調製した 0.19 mM hPPAR-LBD 溶液を緩衝液 (20 mM Tris-HCl pH 7.0, 1 mM TCEP, 
0.5 mM EDTA) で 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 10.0, 15.0 M に希釈した。そこに化
合物 48 を終濃度 1.0 M になるように加え、石英製のミクロセルに 200 L 加えて測定
した。測定は同様の条件で行い、410 nm の蛍光強度 (測定 3 回の平均値) を用いて、
GraphPad Prism で解析を行った。 
 
ピオグリタゾンおよび LT175の Ki値算出 
調製した 0.19 mM hPPAR-LBD 溶液を緩衝液 (20 mM Tris-HCl pH 7.0, 1 mM TCEP, 
0.5 mM EDTA) で 0.6 M に希釈した。希釈した hPPAR-LBD 溶液に化合物 48を終濃
度 1.44 M、さらにピオグリタゾン (または LT175) を終濃度 4.69 nM, 18.75 nM, 75 nM, 
0.3 M, 1.2 M, 4.8 M, 19.2 M, または 76.8 M になるように加え、石英製のミクロセ
ルに 200 L 加えて測定した。測定は同様の条件で行い、410 nm の蛍光強度 (測定 3 回
の平均値) を用いて、GraphPad Prism で解析を行った。 
 
タンパク質の結晶化 
結晶化プレートは QIAGEN の EasyXtal 15-Well Tool を使用し、hanging drop 法にて結
晶化を行った。マイクロチューブに、0.19 mM hPPAR-LBD 溶液 (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 
1 mM TCEP, 0.5 mM EDTA) を加えた後、リガンド (0.5 当量) の DMSO 溶液を加え、よ
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く混和した。結晶化プレートの各ウェルに沈殿剤 (sodium citrate) を含むリザーバー溶
液を 300 µL 加えた。結晶化プレートの蓋上で 5/hPPAR-LBD 混合溶液 (1 µL) とリザー
バー溶液 (1 µL) を混和し、蓋を閉めて室温で静置した。結晶は約 2 週間で生成した。





行った。化合物 46/hPPAR-LBD 複合体はビームライン BL-5A を使用して回折データを
収集した。結晶は凍結を防ぐため LV CryoOil (MiTeGen) に浸してから解析実験に用い
た。解析データは、窒素ガス気流下、100 K にて収集した。反射ファイルは 1.0°につき
1 枚取得した。回折データの指数付け、精密化、積分、スケーリングはプログラム 
iMOSFLM95,96 を用いて行った。プログラム  CCP4i97 に含まれているソフトウェア 
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